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DNA a singola elica facilmente attaccabile e degradabile da parte delle DNA 
endonucleasi 

Legame a SSB (single strand binding proteins) ne impedisce degradazione 




Quando elicasi svolge DNA, provoca formazione superavvolgimenti positivi a valle 
sito di replicazione 




Enzima topoisomerasi I interviene a rilasciare questi superawolgimenti 

Taglio singolo filamento, che scarica tensione ruotando intorno all'altro, e successivo 

legame 

Non si ha consumo di ATP 




Enzima topoisomerasi I interviene a rilasciare questi superawolgimenti 

Taglio singolo filamento, che scarica tensione ruotando intorno all'altro, e successivo 
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ne delie topo«»omtrati La broscia "attiva" fa da un attacco nucleo filo attraverso il gruppo 

un attacco nucieofiio ai gruppo fosfato Odio OH dell'estremità dei dna ubera che rilega u 

tchektro del DNA con il gruppo OH. f or man- fosfato, formando di nuovo la doppia elica e 

do un legame covalente tra l'enxima e il DNA liberando l'enaima 
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Enzima topoisomerasi I interviene a rilasciare questi superavvolgimenti 

Taglio singolo filamento, che scarica tensione ruotando intorno all'altro, e successivo 

legame 

Non si ha consumo di ATP 





Meccanismo: OH aa tirosina forma un legame a 5'P, e rottura legame fosfodiesterico 

Energia conservata durante rotazione 

Topo viene rilasciata, e si riforma legame fosfodiesterico 
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Topoisomerasi di tipo I 




taglio di 
1 filamento 





incrucio dei 
filamenti 




saldatura 
e distacco 



Sfruttano l'energia torsionale del DNA 





Passaggio di un filamento attraverso l'altro, "spezzato" dalla Topoisomerasi 
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Topoisomerasi di tipo I 





Primo enzima, DNA polimerasi alfa o primasi 

Innesco ad RINA, dopo inserisce sia deossi che ribo nucletodi 

Interviene polimerasi delta, associata ad un complesso detto sliding clamp 




Sliding clamp circonda il DNA, legata a DNA polimerasi 
Mantiene legame con polimerasi 

In assenza complesso innesco stampo, la DNA polimerasi si stacca dalla sliding da 



Avanzamento della replicazione 




5' 
3' 



/ 5" 
filamenti 
di nuova sintesi 

5' 3 
3' 




doppia elica parentale 
di DNA 

3' 
5' 



senso di avanzamento 
della forcella replicativa 





Sintesi possibile solo in direzione 5'->3? (perchè? Discutere domanda ultima 
diapositiva) 

Ma forca replicativa si muove nella stessa direzione su i due filamenti. Come 
possibile? 

Dati sperimentali mostrano sintesi continua su un filamento, e discontinua sul'altro 
filamento 



Filamento guida e filamento ritardato 




Sintesi del filamento leader 
Nucleotidi aggiunti continuamente ali estremità 3' 
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Sintesi del filamento ritardato 



Frammento 


Ultimo 


Singolo filamento DNA parentale 


precedente 


frammento 





Lenzima del filamento leader allunga in modo continuo 
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L enzima del filamento ritardato inizia nuovi frammenti 




Filamento sintesi continua detto guida 
Filamento sintesi ritardata detto ritardato 




Meccanismo risolto da Okazaki 

Su filamento sintesi discontinuo, polimerasi sempre in direzione 5'-3', ma in direzione 
opposta rispetto all'altro filamento 
Sintesi innesco, poi sintesi DNA 

Indietro (verso forcella replicativa) , sintesi innesco, sintesi DNA, e così via 



Replicazione bidirezionale 





orezone » spostamento delta forcella replicativa 



stampo dei filamento guida 
r la forcella sinistra 



stampo del Wamento lento 
pe* la forcella destra 




stampo de* filamento lento 
per la forcella sinistra 



r la forcela destra 



Replicazione discontinua su uno dei due filamenti, fa si che replicazione sia 
bidirezionale 




Frammento okazaki più recente è ovviamente quello più vicino a forcella di 
replicazione, quindi apparente movimento nella stessa direzione avanzamento 
forcella, anche se sintesi avviene in direzione opposta sul filamento ritardato 



Forcella di replicazione 




filamento leading 



complesso 7 



subunità 



direzione 
della forca di 
epilazione 



filamento lagging 



Le subunità 1 uniscono due molecole di enzima, orientate in senso 
opposto, al complesso detto anche complesso di ' caricamento" della 
pinza p Cclamp-loader"). 




Come funziona il tutto? Una DNA polimerasi in una direzione, e l'altra in direzione 

opposta? 

Poco funzionale. 

In effetti, due DNA polimerasi legate a complesso gamma e subunità teta, che le 
tengono associate 



Forcella di replicazione 




filamento leading 




elicasi 



filamento lagging 



il filamento lagging 
entra nell'enzima 

formando un 
ripiegamento che, 
con il procedere "a 
ritroso" della sintesi 
di dna, ti allunga 
come il "tiro" di un 
trombone. 




Il filamento ritardato entra nella DNA polimerasi dopo aver formato un'ansa. 

In questo modo sintesi possibile in direzione opposta al senso di avanzamento del 

complesso 



Forcella di replicazione 




Quando l'ansa è sufficientemente lunga, sintesi innesco e poi sintesi frammento 
okazaki 
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Attività RNasi H e rimozione del primer 
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DNA polimerav 
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DNA Ugs» 




Quando DNA polimerasi raggiunge estremità 5' di una doppia elica di DNA o di RNA 
(ad esempio, frammento di okazaki che raggiunge estremità 5' ad RNA del 
frammento di okazaki successivo), interviene attività Rnasi H che rimuove l'innesco 
ad RNA. Sintesi di DNA 



DNA polimerasi I e rimozione innesco 




Primer RNA (in verde) rimosso e sostituito da DNA (in rosso) 



Ligasi 



slampo dei 

titsiner-lo 

lento 



innesco immiti il un nuovo 
aRNA innesco a RNA 

i 5 3' +m 5' 



la ONA pofimef asi allunga 
N nuovo innesco a RIMA 
dando inizio a un frammento 
I di OMMM nuovo 
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la DNA poemerasi 
compieta 

il frammento d- DNA 
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è vecchio nnesco 
a RNA vteno e*im»na1o 
esosMuto da DNA 





La DNA fegati usa un AMP I 
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Quando sintesi è completa, manca comunque legame fosfodiesterico fra il 
3'filamento posteriore e il 5' del filamento di DNA anteriore 
Legame ripristinato da DNA ligasi 

Utilizza ATP come fonte di energia per formare il legame 




Meccanismo: 

Ligasi lega AMP, "caricando" l'energia di legame 
Ligasi aggiunge AMP a 5'P 
Attacco nucleofilo 3'OH su legame P-P 
Formazione legame fosfodiesterico e rilascio AMP 



Topoisomerasi 





topoisomerasi 
di classe I 
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topoisomerasi 
di classe II 




• incrementa Lk di 1 

• taglia un solo filamento 

• non nchiede ATP 




• incrementa Lk di 2 

• taglia entrambi i filamenti 

• richiede ATP 



, 




Topoisomerasi 

Classe I: rilasciano superavvolgimenti positivi, rottura singolo filamento, non 
utilizzano ATP 

Classe II: risolvono nodi, concatenazioni, ecc. Rottura doppio filamento, utilizzano 
ATP 




Topoisomerasi 

Classe I: rilasciano superavvolgimenti positivi, rottura singolo filamento, non 
utilizzano ATP 

Classe II: risolvono nodi, concatenazioni, ecc. Rottura doppio filamento, utilizzano 
ATP 




Quando viene introdotta rottura a doppio filamento, estremità non vengono perse, 
ma associate a topo II 



Topoisomerasi II 




Quando viene introdotta rottura a doppio filamento, estremità non vengono perse, 
ma associate a topo II 




Esempio, torsioni /nodi che si formano durante avanzamento complesso di sintesi 
Oppure per DNA circolare (idem per anse), concatenazione 
Topoisomerasi di tipo II risolvono queste strutture concatenate 
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Ad esempio, due forcelle che si incontrano, i due cromosomi lineari sono concatenati. 
Topo IV (è una topoisomerasi di tipo II) separa le due doppie eliche 
Altro esempio risoluzione due molecole concatenate 



Topoisomerasi 




Enzimi che intervengono nella replicazione 






m 


m 






• 




DNA 

helicases 


SS8$ 


lopo- 
isomerases 


primase 

DNA 

polymerases 


slxJing 
DNA 


RNAseH 


DNA 

Ugase 



La replicazione richiede una serie comune di funzioni 



Funzione 


E. coli 


HeLa/SV40 


Fago T4 


Elicasi 


DnaB 


Antigene T 
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Caricamento della elicasi /pnmasi 


DnaC 


Antigene T 
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Mantenimento del singolo filamento 


SSB 


RPA 
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Innesco 


DnaG 


Pola/pnmasi 
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Pinza scorrevole 




PCNA 
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Cancamento della pinza (ATPasi) 


Complesso yh 


RFC 


44/62 


Catalisi 


Nucleo della Poi III 


Poi* 
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Dimenzzazione dell oloenzima 


T 


? 
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Rimozione delIRNA 


Poli 


MF1 
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Saldatura 


Ligasi 


Ligasi I 


Ligasi T4 





Riepilogo ensimi che intervengono nella replicazione 
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Sintesi DNA mitocondriale è particolare 

Da origine, parte sintesi su un solo filamento, detto H 

Questo provoca formazione ansa, detta D per "forma" che assume la struttura 
Quando ansa D raggiunge origine di replicazione sull'altro filamento, detto H, 
determina inizio di una nuova sintesi 

La sintesi delle molecole di DNA circolare "figlie" viene completata 




Sintesi DNA mitocondriale è particolare 

Da origine, parte sintesi su un solo filamento, detto H 

Questo provoca formazione ansa, detta D per "forma" che assume la struttura 
Quando ansa D raggiunge origine di replicazione sull'altro filamento, detto H, 
determina inizio di una nuova sintesi 
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Telomeri 




CHROMOSOME CAPS 
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TELOMERASI(1984):impedisce raccorciamento dei telomeri durante la replicazione. 
Il fatto che ogni telomero si accorci ad ogni divisione cellulare e che in presenza 
della telomerasi, che blocca tale accorciamento, le cellule diventino quasi 
immortali, ha suggerito che la LUNGHEZZA DEL TELOMERO agisca come orologio 
mitotico RESPONSABILE DELLA LIMITATA DURATA DELLA VITA della nostra e delle 
altre specie: bloccando il loro accorciamento si sarebbe raggiunta l'immortalità!!! 

Il modello proposto è più complesso; si parla di REPLICATIVE SENESCENCE e si ha 
quando una normale cellula si è divisa un certo numero di volte (questo numero 
varia a seconda del tipo di cellula e dalle condizioni esterne), i telomeri diventano 
così corti che promuovono la stato di non divisione, la cellula è permanentemente 
bloccata nella fase GÌ (quiescenza cellulare). Lo stato di "replicative senescence" 
porta a consistenti cambiamenti nell'espressione genica e questo pattern di 
disregolazione dell'espressione genica è cellula-tipo specifico. 




Cromosomi lineari hanno esremità dette telomeri 

A causa sintesi discontinua, rimozione primer RNA provoca estremità 5' più corta 
Ad ogni ciclo replicativo, sempre più corta, accorciamento cromosoma... 



Allungamento dei telomeri 




filamento stampo 



5'C 
3 I 



i i i i i ~r~i 3- 



5* 



filamento lento 

di nuova formazione 

ancora incompleto 



innesco 
aRNA 



5'C 
3'| 



1 I 1 1 I I 1 I 1 I 1 1 1 



5' 



la telomerasi prolunga 
il filamento stampo 
con ripetizioni addizionali 
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Enzima specifico, detto telomerasi, impedisce questo processo, allungando il 
telomero 

Meccanismo provoca allungamento estremità 3'... quando ssDNA sufficientemente 
lungo, possibile aggiunta innesco e sintesi elica complementare 



Allungamento dei telomeri 




lo stampo 
di RNA si 
associa air 
estremità 

3 del 
telomero 

' f — TU— 




HlùMlMl 



RNA 

stampo ulteriore 
estensione 
dell'estremità 3 
sui : 




la telomerasi 
estende I" 
estremità 3' 




traslocazione 
dell'RNA stampo 





Telomerasi contiene al suo interno uno stampo ad RNA. 

Si associa ad estremità 3', e si posiziona per complementarietà fra 3'DNA ed RNA 
Questo RNA fa da stampo, viene allungato 3' DNA (sequenza ripetuta) 
Processo continua e ne determina allungamento 




Enzima telomerasi lontanamente "imparentata" ad enzima particolare, detta 
trascrittasi inversa, utilizzata da retrovirus, per sintetizzare DNA da uno stampo 
RNA 



ad 



Allungamento dei telomeri 




la telomerasi 
allunga il terminale 3' 
del telomero 



la parte allungata 
al 3' può funzionare 
come stampo per la 
sintesi di un 
frammento di Okazaki 



5'- 



riparazione 
del frammento 
di Okazaki 



estensione 
del telomero 
(rimane un 3' 
protrundente) 
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Quando allungamento è sufficiente, aggiunta innesco e formazione di frammento di 
okazaki. 
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Telomerasi 
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Cromosomi lineari hanno esremità dette telomeri 

A causa sintesi discontinua, rimozione primer RNA provoca estremità 5' più corta 
Ad ogni ciclo replicativo, sempre più corta, accorciamento cromosoma... 




Estremità cromosoma lineare non termina con 5' e 3' liberi 
Si forma una ansa, detta a T 

Associazione fra il 3' ssDNA, e regione complementare interna del telomero, grazie 
alla presenza di sequenza complementare ripetuta che ne permette appaiamento 



Estremità cromosoma lineare non termina con 5' e 3' liberi 
Si forma una ansa, detta a T 

Associazione fra il 3' ssDNA, e regione complementare interna del telomero, grazie 
alla presenza di sequenza complementare ripetuta che ne permette appaiamento 




Questa ansa associata a proteine che proteggono le estremità 
In verde, SSB che proteggono il breve tratto di ssDNA 



Struttura del telomero: quartetto G 




XXMGOOGnOCOOnOGOGnGCGOrTOGOOtTGGGOtTOGGGrTGCGOnOOOOn 3' f *•« 4 ,; «HTtuMllW» 

arila struttura denominata 



.1 ..WOaCCCCAACCCCAACCCCA | 



/ 



1 t 

1 I 

1 J 

La 



V 



G 

G ' 



G 



quartetto C che può estere 
as»unu dalie estremili telo- 



i-N * H N-H 



mox» 
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Questa ansa associata a proteine che proteggono le estremità 
In verde, SSB che proteggono il breve tratto di ssDNA 




Questa ansa associata a proteine che proteggono le estremità 
In verde, SSB che proteggono il breve tratto di ssDNA 



Telomeri 




I telomeri si accorciano ad ogni divisione cellulare 
La telomerasi blocca tale accorciamento 
Lunghezza telomero e immortalità cellulare 
Telomero orologio mitotico? Responsabile durata vita? 



Senescenza replicativa: si raggiunge quando la cellula si è 
divisa un determinato numero di volte, a seconda del tipo 
I telomeri accorciati promuovono la non divisione, cellula 
bloccata in GÌ 

Senescenza replicativa determina cambiamenti 
espressione genica (Telomere Position Effect) 





50 



Telomere Position Effect 






Siimi 




Leaky 



Old 



71~L * 

xà Active 




Telomere position effects 




1 - Telomere Position Effect (TPE): questo primo modello combina l'accorciamento 
dei telomeri e i cambiamenti nell'espressione genica. I geni vicini ai telomeri 
potrebbero essere silenziati a causa della cromatina molto condensata vicino ai 
telomeri. Con "l'invecchiare" della cellula e il progressivo accorciamento dei 
telomeri si ha una sorta di derepressione dei geni in prossimità dei telomeri 
chepotrebbe portare ad una loro riattivazione. Questo necessita di ulteriori 
approfondimenti per riuscire ad identificare tali geni. 

2 - Intrinsic senescence: i telomeri troppo corti sono riconosciuti come una rottura 
del DNA e ciò porta alla formazione di foci contenenti H2AX (una variante 
fosforilata dell'H2A), e al fenotipo senescente. Questo tipo di senescenza è 
intrinseca e inevitabile. 3 - Extrinsic senescence: senescenza indotta da fattori 
esterni quali stimoli oncogeni (Ras, E2F), danni al DNA (raggi-X, H202); per questo 
motivo spesso viene anche chiamata "senescenza prematura". Dimostrata in cellule 
che subivano il processo di senescenza nonostante avessero telomerasi attiva e 
potenziale proliferativo. 



Domande... 




Perché la direzione della sintesi è sempre 
5'=>3' ? 

Why don't DNA polymerases elongate chains in the 3' to 5' direction? 

IF a DNA polymerase could synthesize DNA in the 3' to 5' direction, then 
nucleotldes would add to the primer terminus which has a 5'-triphosphate: (a) The 
3'-OH of each incoming deoxyribonucleoside tnphosphate would attack the 5'- 
triphosphate of the growing chain. (b) The editing removal of an incorrect 5*- 
terminal nucleoside triphosphate would prevent the DNA chain from being further 
extended because the primer terminus would now be a 5'-monophosphate r not a 
S-tnphosphate. 

N-ppp 

3'-A-p - C- p-G-p-C-p-A-p-T-ppp 5' 
3'-A-p - C- p-G-p-C-p-A-p-Tp-Nppp 5' 



3'-A-p - C- p-G-p-C-p-A-p-Tp 5' 



Nppp 
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